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摘要 ”本 文采 用 聚 琴 烧 酰 胶 瞩 胶 电 访 方法 ， 对 中 国 林 蛙 【Rana chensinensish 早期 旺 脑 发 育 过 程 中 
1 受精 后 0 一 512 h) 乳酸 瞳 刍 酶 (LDHh 同 工 酶 和 栈 酶 (EST) 同 工 酶 进行 了 研究 ， 蛙 果 表 明 : 1]. LDH 
同 工 酶 在 受精 卵 及 早期 旺 胎 发 育 过 程 中 一 直 存 在 ， 并 且 在 胜 胎 发 育 的 不 同时 期 差异 显著 。LDH, 同 工 酶 在 
三 胎 慨 育 的 各 个 阶段 都 占 绝对 优势 ， 而 LDH; 活性 从 属 芽 期 开始 增强 ，LDH;，LDH;、LDH43 种 同 工 酶 
的 活性 较 低 ， 同 时 也 发 现 LDH,，LDH;、LDH, 同 工 酶 各 亚 带 也 具有 发 育 防 段 的 特异 性 ，2， EST 同 工 酶 
在 开口 期 才 开 始 出 现 ， 
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动物 胚胎 发 育 过 程 中 同 工 酶 的 研究 ， 目 前 在 哺乳 类 和 和 鱼 类 方面 做 了 不 少 工 作 (其 力 
钊 ，1987; 王 方 元 ，1990)， 在 鸟 类 亦 有 报道 (Rider 等 ，1980)。 而 对 于 两 栖 动 物 肪 胎 发 
育 过 程 中 同 工 酶 的 活性 与 基因 表达 之 间 的 对 应 关系 至 今 尚 未 见报 道 。 本 文 以 我 国 广泛 分 布 
的 重要 经 济 两 栖 动 物 一 一 中 国 林 蛙 为 实验 材料 ， 对 其 早期 凸 胎 发 育 各 个 时 期 的 同 工 酶 
(LDH、EST) 进行 电泳 分 析 及 酶 活力 调 定 ， 以 探讨 林 歧 早期 是 胎 发 育 不 同上 阶段 同 工 苹 的 
变化 规律 ， 为 揭示 基因 对 动物 发 育 的 调控 提供 实验 依据 . 


材 料 与 方法 


1. 实验 动物 ” 抱 对 中 国 林 蛙 ( 采 自 呼和浩特 市 郊区 小 黑河 ) 所 产 的 卵 群 ， 受 精 卵 经 
室内 自来水 钥 化 1 一 513.8 h， 孵 化 水 温 为 13 一 17.5 世 。 
2 样品 制 备 ”从 受精 卵 到 胚胎 发 育 完成 依据 韩 雅 莉 (1991) 方法 分 期 ( 表 1}。 取 25 
组 样品 ， 分 别 挑 选 每 一 发 育 时 期 特征 明显 的 胚胎 10 个 ， 将 卵 外 胶 膜 及 受精 膜 拨 去 ， 裸 卵 
用 4 已 预 冷 的 0.64%% 生 理 盐 水 反复 冲洗 , 按 1:1 (N/AY) 加 人 0.1M 玉 酸 缓冲 液 (pH 
7.4) 义 桨 ， 色 浆液 离心 20 min， 转 速 为 15000 rpm， 取 上 清 液 保 存 于 --30fC 冰箱 中 备用 。 
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表 1 中 国 林 蛙 早期 肘 胎 发 育 时 序 及 其 主要 特征 {水 温 13.4 一 17.5C ) 
Tab. 1 Time schedule and major morphological features of samples taken from the early embryonic 


development of 只 arza chensinensis ‘temperature of water: 13.0—17.5C) 


样品 


发 育 时 期 
编号 
1 受精 卵 期 
2 2 细胞 期 
3 4 细 腹 期 
4 8 细胞 期 
S 区 6 细胞 期 
6 32 细胞 期 
7 囊 胚 时 期 
8 囊 胚 晚期 
9 原 电 早期 
10 原 肠 中 期 
11 卵黄 栓 期 
12 神经 板 期 
13 神经 褐 期 
14 神经 沟 期 
1s 神经 管 期 
16 尾 芽 早 期 
17 尾 芽 期 
18 肌肉 效应 期 
19 心跳 期 
20 鳃 血循环 期 
21 开口 期 
22 尾 血 循环 期 
23 户 盖 福 期 
24 右 制 后 盖 封 闭 期 
25 铺盖 封闭 期 


受精 后 


时 间 ( 小 时 } 


0 
4.6 
5.8 
6.7 
8.1 
8.8 
10.1 
ll.s 
18.5 
26.7 
53 
59 
71.5 
B2.5 
100.4 
上 11.4 
130.1 
170.1 
220-】 
268.1 
340.4 
364.4 
387.2 
435.6 
513.8 


主要 形态 特征 


分 型 为 2 个 细 脑 

分 型 为 4 个 细 脑 

分 型 为 节 个 细胞 

分 列 为 16 个 细 腹 

分 覃 为 32 个 细胞 

炙 乃 很多、 动物 极 细 胞 明显 小 于 植物 极 鸯 胞 
分 裂 妹 很 小 、 细 胞 界限 不 清 

胚胎 植物 极 中 部 出 现 喇 陷 

背 层 向 两 删 扩展 形成 制导 

背 唇 成 360” 正 陪 . 筷 内 充满 乳白 色 细 乳 
是 体 背 部 扁平 ， 成 板 状 

神经 板 中 部 向 胚胎 内 部 四 陷 

左右 神 既 褐 向 中 线 靠 近 ， 形 成 一 条 浅 沟 
去 右 神 经 宰 全 合成 神经 管 

有 凸 栖 上 后 端 出 现 尾 芽 锥 形 

有 凸 栖 后 端 突出 形成 滞 谨 上 袖 的 尾 芽 

以 央 针 尖 刺 激 旺 体 、 出 现 扭 明 反应 

咽 部 腹面 有 节奏 地 一 张 一 缩 

解剖 镜 下 可 见 红 血球 随 血 被 在 锰 丝 内 移动 
口 窝 内 口 板 腊 打通 

解 前 镇 下 可 见 血 球 在 尾鳍 血管 中 流动 

外 鳞 基 部 皮肤 形成 樟 圈 ， 向 外 让 盖 外 总 
右边 鳃 盖 宰 将 鳃 丝 全 部 包围 进 体 内 

左 侧 怨 盖 裙 将 鳃 丝 完全 包围 ， 仅 留 一 出 水 筷 


3. 电泳 ”采用 垂直 板 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 ， 疑 胶 板 为 100x80x1.5 (mm)。 

乳酸 脱毛 酶 (LDH) 同 工 酶 : 疑 胶 制备 按 凑 克 强 (1975) 方法 ， 分 离 胶 浓度 为 
5%、pH 8.9， 浓 缩 胶 浓度 为 2.5%， 电 极 缓 冲 液 为 pH 8.3 的 Tris~ 甘 氨 酸 溶液 。 组 织 上 清 
液 内 含 0.025% 省 酚 兰 和 40% 芒 糖 (4 : 1) 少许 ， 每 槽 加 15 ul 样品。 电泳 电压 210 VY， 
电流 强度 为 2 mA / 管 ，4C 下 电泳 3.5h。 染 色 液 按 薛 国雄 (1978) 方法 进行 。 胶 板 用 日 
本 岛 津 CS-930 型 薄 层 双 波 长 色谱 扫描 仪 进行 透射 直线 式 光 密度 扫描 ， 利 用 求解 各 带 面积 


S51 与 总 谱 面 积 Si 之 比 。 求 出 各 区 带 相对 的 酶 活力 。 


酯 酶 (EST) 同 工 酶 : 分 离 胶 浓度 为 ?72%， 洛 缩 胶 浓度 为 2.5%， 总 电流 强度 为 24 
mA， 每 楷 加 样 50 yl， 电泳 2h。 染 色 滚 配方 按 匡 锥 龄 {1983) 方法 进行 。 
4. LDH 同 工 酶 的 亚 基 计 算 





参照 Gerald (1972) 的 方法 计算 A 和 B 亚 基 ， 即 : 


me 一 一 一 - 。~ -一 一 一 一 一 
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03 
A 亚 基 =LDH， +#LDH +3LDH: +#LDH;; 
B 亚 基 =LDHL +4LDH; + 了 LDHi + 本 LDH4。， 


结 果 与 讨论 


一 、LDH 同 工 酶 的 变化 ”1. 中 国 林 峙 早期 豚 胎 发 育 过 程 中 可 检测 出 5 种 LDH 同 工 
酶 表 型 {图 1， 图 2)。 扫 描 分 析 表 明 这 5 种 LDH 同 工 酶 的 活性 在 早期 胚胎 发 育 各 个 阶段 





要 业 0 21 2 24 C23 
图 1 中 国 林 星 平 期 是 隔 帮 至 工 DH 同 工 本 醉 境 1 图 下 数字 为 样品 总 号 ， 下 同 ] 


Fig- ! Eleclropherogram of LDH isozymes during the early embryonic developing of Rarnag chensinensts 41num- 


ber at the bottom are sample numbers. the same below) 
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图 2 中 国 林 蛙 平 期 是 酷 发 言 LDH 同 工 酶 模式 图 


Fig. 2 A modelof LDHisozymes during the early embryonic developing Rana chensinensis 
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中 差异 显著 (图 3)。LDH, 活性 始终 保持 较 高 水 平 ， 尤 其 表现 在 鳃 血循环 期 之 前 各 发 育 
阶段 ， 虽 然 随 着 胚胎 的 发 育 而 相对 有 所 减弱 ， 但 绝对 含量 仍 占 优 势 ( 表 2)。 表 明 在 整个 
早期 有 胎 发 育 过 程 中 ， 细 胞 的 分 化 和 组 织 器 官 形成 需 大 量 能 量 ，LDHI; 主要 催化 乳酸 形成 
丙酮 酸 进 人 三 送 酸 循环 氧化 供 能 ， 因 而 在 这 一 时 期 LDH, 的 作用 十 分 重要 。 


21 
20 
6 22 
好 
24 
a 人 
15 25 


(4 tt} 4-) [i 


图 3 中 国 林 时 早期 是 梧 发 育 音 时 期 LDH 同 工 酵 扫 描 图 谱 


Fig. 3 Thse scanning curves of the LDH isoenzymes during the early embryonic developing of Rang chensinensis 


表 2 中 国 林 蛙 早 期 胚胎 发 育 各 阶段 LDH 同 工 栈 的 相对 活性 及 亚 基 镶 量 (5) 
Tab. 2 The relative activities and subunit contents of LDH isozymes during the early embryonic deve} 
opment of Rana chensinensis (%e) 


发 育 时 期 LDH| LDH， LDH， LDH， LDH; A 亚 基  B 亚 基 A/ 有 EB 
4 细胞 其 49.3 25.4 13.7 10.3 0.9 21.6 77.7 0.27 
32 细胞 其 71.0 9.2 8.1 8.3 3.1 15.68 74.03 0.21 
礁 是 中 期 66.3 10.0 12.2 11.1 0.2 17.1 82.67 0.20 
神经 管 期 69.2 7.0 8.2 11.7 3.7 17.65 81.45 0.21 
尾 车 期 72.2 1.8 4.6 7.9 [3.3 21.75 77.75 0.28 
锯 血 循环 期 65.7 6.3 11.7 12.5 3.4 20.12 79.35 0.25 
开口 其 32.3 10.2 14.1 19.1 23.9 47.6 51.7 0.9] 
尾 血 循环 其 41.2 7.3 6.9 17.8 264 45.0 54.55 0.82 
右 担 鳄 盖 闭 合 其 42.2 13.7 11.0 21.2 11.5 36.6 63.2 0.57 
全 鳃 闭合 期 50.9 6.2 13.8 17.3 11.3 32.7 66.0 0.49 


TY Ta eps -pe To or re ee 
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2. 在 4 细胞 期 LDH; 活性 极 低 ， 而 其 余 4 种 LDH 同 工 酶 活性 相对 较 强 ，LDH;, 活 
性 从 尾 芽 期 开始 增强 ， 表 明 在 尾 芽 期 胚胎 各 器 官 组 织 基 本 分 化 ， 特 别 是 肌肉 组 织 分 化 完 
善 。 可 见 ， 上 骨骼 肌 的 分 化 形成 直接 与 Ldh-A 基因 的 激活 和 开启 有 关 。Ldh-A 激活 后 转 
录 并 翻译 成 大 量 的 LDH;， 来 催化 骨 通 肌 中 的 糖 酵 解 、 为 肌肉 的 运动 提供 能 量 ( 方 丁 ， 
1982)。 在 有 凸 胎 早 期 发 育 中 ，LDH; 活性 变化 不 大 ，LDH, 与 LDH, 活性 都 是 在 鳃 血循环 
期 之 后 略 有 增加 。 因 而 从 LDH 同 工 酶 变化 结果 可 以 看 出 、 上 及 胎 发 育 早期 受 卵 原 性 
mRNA 和 合子 基因 的 双重 影响 ， 起 初 主要 受 母 本 基因 影响 ， 依 赖 卵 原 性 mRNA 合成 各 
种 和 蛋白质， 而 合子 基因 影响 其 油 (Briggs，1966)。 和 随 且 胎 发 育 这 种 控制 逐步 减弱 ， 随 之 
合子 基因 转录 活性 增强 ， 新 合成 的 mRNA 的 累积 控制 了 有 凸 胎 的 发 育 。Colot 等 (1982) 
以 CDNA 为 探 针 检测 出 非洲 拟 蛤 在 早期 胀 胎 发 育 中 ， 孵 原 性 mRNA 的 含量 逐步 下 降 ， 
在 尾 芽 期 时 基本 消失 。 虽然 胚胎 仍 余 有 卵 原 性 mRNA， 但 还 需要 合子 基因 来 起 作用 . 
Schafer (1982) 在 扑 蛤 及 胎 发 育 中 用 RNA 印迹 技术 分 析 表 明 ， 在 原 肠 期 以 后 合子 基因 
产生 的 mRNA 才 开 始 和 逐渐 出 现 、 说 明 某 些 基 因 片 段 在 胚胎 发 育 开 始 时 并 不 活动 ， 而 是 到 
达 发 育 的 某 一 阶段 才 开 始 启动 ， 中 国 林 蛙 早期 发 育 中 LDH 同 工 酶 基因 的 表达 情况 基本 类 
似 ，4 细胞 期 之 前 ， 为 卵 原 性 mRNA 在 起 作用 ， 到 达 32 细胞 期 这 种 影响 仍然 持续 ， 同 时 
合子 基因 开始 启动 ， 表 现在 LDH!、LDH, 活性 逐步 下 降 ， 而 LDH4、LDH; 活性 增强 . 
鳃 血循环 期 之 后 ， 丸 本 基因 影响 消失 ， 合 子 基因 日 趋 活 跃 ，LDH,，LDH; 活性 极 大 塔 
强 。 这 一 结果 和 和 鱼 且 胎 LDH 同 工 酶 的 变化 苯 本 一 致 (其 力 钊 、，1987). 





一 一 一 原点 
I ~ ~ 
Wr 指示 染料 
25 24 22 21 20 17 15 8 
图 4 中 国 补 蛙 院 期 性 胎 发 育 酯 矣 醉 语 图 5 中 国 林 星 昱 期 旺 脱 发育 左 酵 境 坟 图 


Fig. 4 Electropherogram of the EST lsozyhes during Fig. 5 A mode] of EST isozyme during the early em- 


the early embryonic developing of Rana chensinensts bryonic developing of Rana chenvinensis 
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3. LDH 同 工 酶 的 亚 带 ”根据 电泳 图 谱 可 以 看 出 ， 中 国 林 蛙 早期 及 胎 发 育 过 程 中 、 除 
出 现 LDH 同 工 酶 5 条 主 带 外 ， 还 检测 到 很 多 亚 带 (图 1、2)， 亚 带 主 要 出 现在 LDH,、 
LDH;、LDH43 种 同 工 酶 ，4 细胞 期 LDH, 出 现 2 条 亚 带 ，32 细胞 期 至 尾 血循环 期 LDH,， 
只 有 1 条 亚 带 ， 到 右 侧 鲁 盖 闭合 期 之 后 ，LDHI 出 现 4 条 亚 带 ， 并 且 随 着 胚胎 发 育 亚 带 活 
性 明显 增强 。 从 启 血 循环 期 之 后 ，LDH; 和 LDH, 各 出 现 工 条 亚 带 、 其 含量 亦 随 胎 胚 发 
育 而 增加 。 匡 稚 龄 (1987) 认为 亚 带 的 出 现 主 要 是 由 于 基因 转录 后 翻译 成 蛋白 质 ， 然 后 在 
细胞 内 进行 化 学 修饰 。Markert 等 人 研究 了 企 禾 LDH 同 工 酶 亚 带 后 提出 : 亚 带 在 胚胎 发 
育 过 程 中 是 有 变化 的 。 中 国 林 蛙 LDH 同 工 酶 亚 带 的 出 现 很 有 规律 、 可 能 与 朋 胎 发 育 过 程 
中 细胞 与 组 织 的 分 化 有 密切 关系 、 但 确切 的 遗传 调控 及 本 质 规律 变化 ， 有 待 进一步 的 研 
究 。 

二 ，EST 同 工 醇 的 变化 ”中 国 林 蛙 早 期 胚胎 发 育 至 开口 期 ，EST 同 工 酶 基因 开启 、 
但 合成 EST 量 极 征 、 在 电 访 板 上 隐约 可 见 谱 带 、 有 是 胎 发 育 至 尾 血 循环 期 ，EST 靠近 阳极 
的 谱 带 明显 增加 (图 4、5)， 到 达 右 出 鳃 盖 闭 合 期 ， 可 检测 出 6 条 谱 带 ， 鳃 盖 闭 合 完 
时 ， 可 检测 到 7 条 EST 同 工 酶 谱 带 。 这 一 结果 表明 ， 开 口 期 之 前 EST 同 工 酶 基因 处 于 封 
闭 状 态 ， 胚 胎 发 育 至 开口 期 ， 细 胞 组 织 分 化 日 趋 完善 ， 肝 胜 已 分 化 完成 ， 口 窝 内 口 板 打通 
为 动物 摄食 做 好 准备 ， 此 时 细胞 内 EST 同 工 酶 基因 开启 转录 、 翻 译 、 合 成 EST 同 工 酶 ， 
当 胚 胎 达 到 鳃 盖 完 全 封闭 期 能 主动 摄食 时 ，EST 同 工 酶 活性 已 具 较 高 水 平 。 进 而 说 明 ， 
在 胚胎 发 育 过 程 ， 不 同 同 工 酶 基因 的 激活 时 序 是 与 该 种 同 工 酶 往 动物 及 胎 发 育 过 程 中 的 生 
理 作用 密切 相关 的 。 
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This paper reports the analysis of lactate dehydrogenase (LDH) and Esterase 
isoenzyme (EST) during Embryonic development of Rana chensinensis and optical den- 
sity scanning. The results show that there are different type LDH isoenzymes in each 
stages，LDHI keeps higher activity during whole developing process, and the relative ac- 
tivities of LDH;,, LDH; and LDH5 are lower. The relative activities of LDH, gradually 
increases from Tail bud stage. In addition, LDH', LDH;, LDH, subbands specificity in 
the embryonic development has been discovered. The EST are observed from Mouth open 
stage. ltis clear these ontogenetic changes are reflected the action of the differential genes 
{Ldh~A & Ldh~—B) . 

Key words: Pana chensinensis, Early embryonic development, Isoenzymes, 
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表 2 本 腹 蛙 肌 肉 氨 基 酸 成 份 及 含量 ( 干 样 ) 


Tab. 2 Thecontents of amino acids in the muscle of R. bovilengeri {dry sample) 





气 基 酸 含量 氨基 酸 会 量 氨基 酸 合 量 

天 门 冬 氮 酸 8.63 叉 氨 酸 1.90 束 氨 酸 B.85 
苏 氨 酸 4.86 蛋氨酸 3.36 组 氮 酸 1.53 
丝瓜 酸 5.00 异 亮 氮 酸 7.14 精 氨 酸 3.59 
谷 氨 酸 14.03 亮 气 酸 7.76 纺 氨 酸 5.23 
甘氨酸 4.79 栈 氨 酸 3.89 辅 氨 酸 2.47 . 
再 氨 酸 5.72 全 再 氨 酸 3.95 总 量 92.70 





3. 氨基 酸 成 份 及 含量 ”测定 结果 见 表 2。 由 表 2 可 见 ， 莫 腹 蛙 肌肉 干 样 的 氨基 酸 总 量 高 达 92.70%， 其 中 以 谷 氨 
酸 合 重 最 高 ， 其 后 依次 是 束 氮 酸 、 天 门 冬 氮 酸 、 亮 氨 酸 和 异 亮 氮 酸 ， 其 中 束 氨 酸 具 有 促进 儿童 生长 发 育 和 智力 发 展 等 
功能 ， 其 含量 高 达 8.85%， 这 可 能 就 是 中 医用 醒 腹 蛙 访 治 小 儿 疹 积 的 基础 。 此 外 与 鲜 味 有 关 的 谷 氨 酸 、 天 门 冬 氨 酸 、 
甘氨酸 和 再 氮 酸 的 总 量 高 达 33.17%， 这 就 是 本 腹 蛙 肉 味 鲜美 的 原因 . 
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